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Beispiel 4: Herstellung von mit Digoxigenin-konjugierter Meerettich-Peroxidase 
(HRP-DIG) als Komponente 3 

In Analogie zu Beispielen 1.1. und 1.2. wurde Meerettich-Peroxidase (Sigma) 
5 dialysiert und mit DIG haptenisiert, wobei die selben Proteinkonzentrationen, 
Losungen, Reagenzien und Bedingungen verwendet wurden. 

Beispiel 5.: Herstellung von cytotoxischen T Zellen (Effektorzellen) 

10 

Humane mononukleare Blutzellen (PBMC) wurden uber Ficoll Dichtezentrifugation 
wie ublich isoliert. PBMC wurden resuspendiert in einer Konzentration von 5 x 106 
Zellen/ml in DMEM, 4.5 g Glukose/I (Gibco, Deutschland), enthaltend 5 x 10' 5 
mol/l 2-Mercaptoethanol (Sigma, Deutschland), 10 mmol/l Natriumpyruvat (Gibco, 

15 Deutschland), 100 U/ml Penicillin und 100 \xg Streptomycin. Die Zellen wurden auf 
einer mit OKT3(CD3) (ATCC CRL8001), 10 ng/ml, vorbehandelten (precoated) 
Platte bei 37° C und 5% CO2 inkubiert. Nach 5 Tagen wurden die Zellen geerntet 
und uber "magnetic activated cell sorting" (MACS, Mini-Macs, Milteny, 
Deutschland) positiv (CD8, Milteny) angereichert. < 

20 " 

Beispiel 6: Cytotoxischer Assay 

Gemafc dem Verfahren nach B0HLEN, H. et al. P J. Immun. Meth. 173 (1):55 - 62, 
25 1994, wurden uber Elektroporation Europium-markierte EBV-immortalisierte B- 
Zellen hergesteltt. Die EBV-immortalisierten B-Zellen wurden nach dem Verfahren 
von STUART, A- D. et at., Oncogene 11(91:1711-1719, 1995, gewonnen. Diese 
Zellen wurden als Zielzellen in Locher einer 96-Loch Platte mit V-Boden gegeben 
(50 ^I/Loch, 1 x 10 5 Zellen/ml). Effektorzellen (jeweils 1.0 x 10 5 Zellen/ml) gemafi 
30 Beispiel 5 und Antikorperlosungen (anti-DIG:anti-DNP aus Beispiel 3, anti-CD3-DNP 
aus Beispiel 2 und anti-CD1 9-DIG, haptenisiert in Analogie zu Beispiel 1.1. und 1.2. 
(anti-CD19 wurde von Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland, bezogen)) 
wurden danach zu einem Endvolumen von 200 |il hinzugegeben. Maximale und 
spontane Freisetzung wurden durch Zusatz von entweder 150 ]i\ komplettes 
35 Medium Oder durch Triton X-100 (0,5%) bestimmt. Die Platten wurden fur 5 
Minuten bei 300 x g zentrifugiert. Nach der Inkubationszeit wurde die 
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Markerfreisetzung durch Hinzufugung von 20 Ml Uberstand zu 200 fil 
"enhanc ment" Losung (Pharmacia, Freiburg) gemessen. 

Die Fluoreszenz wurde dann in einem DELFIA Fluorometer (Wallac, Turku, Finnland) 
evaluiert durch Verwendung eines 613 nm Filters fur die Bestimmung von 
5 Europium. Hintergrundfluoreszenz wurde aus drei Extra-Lochern erhalten, welche 
5000 Zielzellen in 200 |il Komplettmedium enthielten. Die Cytotoxizitat wurde 
berechnet gemaft 

{(Probe-Zahlung — Zahlung spontane Freisetzung) 

/Zahlung maximale Freisetzung — Zahlung spontane Freisetzung)} x 100 = 
io % spezifische Lyse. 

Um Artefakte zu vermeiden, welche durch zufallige Europium Kontaminationen 
herruhren konnten, wurden alle Reagenzien vor dem Assay daraufhin uberpruft. 

15 Beispiel 7: Verwendung der anti-DNP:anti-DIG bispezifischen Antikorper in einem 
Enzym-gekoppeiten Immunosorbenttest (ELISA) 

Das Prinzip des ELISA ist die spezifische Antigenbestimmung mit Antikorpern. In 
diesem Beispiel wird der Test zum Nachweis von Immunglobulin G4 (Human) 

20 verwendet. Der Aufbau dieses Testsystems beruht auf dem Sandwichprinzip. An 
eine Plastikoberflache werden sogenannte Fangantikdrper gekoppelt, welche den 
zu testenden Antikorper erkennen. Anschlieliend wird der zu testende Uberstand 
zugegeben. In einem weiteren Schritt kommt ein zweiter, Hapten (DNP)- 
gekoppelter Antikorper hinzu, der wiederrum spezifisch an den Testantikorper 

25 bindet. Im nachsten Schritt wird der bispezifische anti-DNP:anti-DIG Antikorp r 
zugegeben und dann gewaschen. Im weiteren wird Hapten (DIG) markiertes Enzym 
htnzugegeben und nach Inkubation und Waschen durch Substrat visualisiert bzw. 
detektiert. Die Markierung des Detektionsantikorpers mit dem Enzym kann auch vor 
dem ELISA durch die equimolare Mischung von Hapten-markierten 

30 Detektionsantikorper mit anti-DNP:anti-DlG bispezifischen Antikorpern sowie 
Hapten (DIG )-markiertem Enzym durchgefuhrt werden. 

Fur den Assay wurden folgende Materialien verwendet: 

• 96 Lochplatten (Immuno Maxisorp F96 # Nunc GmbH, Deutschland) 
35 • Phosphat-gepufferte Saline (PBS; Gibco BRL) 

• PBS mit 1 ^ Rinder Serum Albumin (BSA; Sigma) 

• Substratpuffer der Zusammensetzung: 
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10 ml 55 mM Citronensaure (Merck, Darmstadt), pH 4,0 
100 nl ABTS (2,2 , -Azino-bis[3-Ethylbenzthiazolin]-6-sulfonsaure) 
(Boehringer Mannheim); Stammlosung: 15 mg/ml 
3,3 |il »2°2 (33%ig) (Merck, Darmstadt) 
. ELISA-Reader: Titertek Multiscan® Plus MK II (405 nm) (Flow Laboratories) 

Als Reagenzien wurden benutzt: 



Reagenz Nr 


Reagenz 


konjugiert mit 


1 


Human \qGa 


unkonjugiert 


2 

(Komponente 1) 


Ziege anti human total-DNP 


DNP und HRP* (1:2000)** 


3 

(Komponente 2) 


anti-DNP:anti-DIG 
bispezifischer Antikorper 




4 

(Komponente 3) 


HRP* 


DIG (1:5000)** 



10 Verdiinnungen an 



Der unkonjugierte Antikorper Human lgG4 (Reagenz 1) (LD Labordiagnostika, 
Heiden, Deutschiand) wurde auf der 96 Lochplatte durch Bindung an das Plastik 
mit einer Konzentration von 5 tig Antikorper /ml PBS und 50 jjJ/L.och bei 4°C uber 

15 Nacht immobilisiert. Die freien Bindungsstellen der Plastikoberflache wurden durch 
100 |il PBS mit 1% BS A/Loch bei einer Inkubationszeit von 30 Minuten und 
Raumtemperatur (RT) abgesattigt, um eine unspezifische Bindung weiterer 
Reagenzien zu verhindern. Die zu testende Losung (Reagenz 2) wurde in 
verschiedenen Verdunnungsreihen (1, 0.5, 0.2, 0.1, 0.05 und 0.01 mg/ml in 

20 PBS/1 %BSA) und den entsprechenden positiven und negativen Kontrollen auf die 
Platte pipettiert. Das Volumen betrug 50 (al/Loch und die Inkubationszeit 30 
Minuten bei RT. Anschliellend wurde 3 mal mit 250 ^1 PBS/Loch gewaschen. 
Danach wurde der bispezifische anti-DNP:anti-DIG Antikorper (Reagenz 3, bzw. 
Komponente 2) in einer Verdunnung von 0.1 fig/ml zugefiigt und fur eine Stunde 

25 bei RT inkubiert. Nach dreimaligen Waschen wurden 100 nl DIG-konjugierte HRP 
(Reagenz 4 bzw. Komponente 3) zugefiigt. Substratpuffer (200 ^ll/Loch) wurden 
nach 1 Stunde Inkubation und dreimaligem Waschen zugegeben und fur 
mindestens 5 Minuten bei RT inkubiert. Die Inkubationszeit wurde so gewahlt, daS 
der OD-Wert von ca. 1.0 wurde hierbei nicht iiberschritten wurde. Die 
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enzymatische Farbreaktion (ABTS) wurde im ELISA-Reader bei 405 nrn gemessen. 
Das Resultat, welches die Funktionsfahigkeit der erfindungsgemaBen 
Kombinationspraparation n anhand dieses Beispiels demonstriert, zeigt Figur 2. 

5 

Beispiel 8: Oberflachenfarbung von PBMC mit Fluorescein- Isothiocyanat 

Fur diesen Versuch wurden folgende Materiaiien verwendet: 
10 • Antikorper oder Antikorper-Fragmente Fa(b) gegen die Oberflachenstruktur 
CD19 (anti-CD19) (Becton-Dickinson) mit DNP haptenisiert (als Komponente 1) 

• anti-DNP:anti-DlG bispezifischer Antikorper {als Komponente 2), 

• BSA haptenisiert mit DIG und konjugiert mit Fluorescein-lsothiocyanat (als 
Komponente 3) 

15 

PBMC (1 x 10^ pro Test) wurden nach bekannten Methoden uber Fico® isoliert 
und mit dem DNP haptenisierten anti-CD19 Antikorper (5 ng/ml) inkubiert (15 
Minuten, RT). Nach dem Waschen der Zellen (5 r 0 ml PBS) wurden die Zetlen mit 
dem anti-DNP:anti-DIG bispezifischen Antikorper (1 r 0 |ag/ml) bei RT fur 15 Minuten 

20 inkubiert und im weiteren mit dem DIG-haptenisierten BSA (5,0 ng/ml), welches 
nach bekannten Methoden mit Fluorescein-lsothiocyanat konjugiert war, fur 15 
Minuten bei RT inkubiert. Die Fluoreszenzaktivitat wurde nach Waschen mit 5,0 ml 
PBS im DurchfluRzytometer (auf 5 x 10 4 Zellen) bestimmt. Die Figur 3 zeigt das 
erhaltene Ergebnis und sie demonstriert zugleich, daB auch fur detektierbare 

25 Oberflachenmarkierungen die erfindungsgemaRen Kombinationspraparationen 
bestens geeignet sind. 
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Beispiel 9: Immunisierung mit Tumorproteinen (lurch Focussierung von 
Tumorantigenen an dendritische Zellen 

5 Fur diesen Versuch wurden folgende Reagenzien verwendet: 

• Idiotyp (38 CB) (beschrieben in BERGMAN, Y. & HAIMOVICH J., Europ. J. 
Immunol. 7:413-417, 1977 und ESHAR, Z. et al., J. Immunol. 122:2430-2434. 
1979) mit DNP haptenisiert (als Komponente 1), 

• anti-DNP:anti-DIG bispezifischer Antikorper (als Komponente 2) 

10 • anti-Klasse II Antikorper (ATCC, HB42) haptenisiert mit DIG (als Komponente 3) 

Es wurden in vitro aquimolare Mengen der oben beschriebenen Komponenten 1 , 2 
und 3 miteinander fur 1 Stunde bei RT in PBS inkubiert, wobei die 
Antikdrperkonzentrationen 50 ng/ml betrugen. Im AnschluS daran wurden jeweiis 

15 10 (n = 10) C3H/He Mause (Charles River Wiga, Munchen, Deutschland) mit den 
oben beschriebenen Komponenten 1 f 2 und 3 (Test), und jeweiis mit der Kontrolle 
1 (Komponenten 1 plus Komponente 2) Kontrolle 2( Komponente 2 plus 
Komponente 3), KontroJIe 3 (nur Komponente 1) Kontrolle 4 {nur Komponente 2) 
und Kontrolle 5 (nur Komponente 3) intraperitoneal immunisiert, wobei jeweiis 50 (i 

20 g pro Maus der jeweiligen Komponente (in 100 nl PBS) verwendet wurden. Im 
AnschluR daran wurde die Immunisierung durch Analyse des Uberlebens und 
Tumorgrofce durchgefiihrt. Als Ergebnis konnte festgestellt werden, dafi nach 
Immunisierung mit den Komponenten 1, 2 und 3 sowohl anti-idiotypische 
Antikorper als auch 40% langzeituberlebende Mause notiert werden konnten. Die 

25 nachfolgende Tabelle 2 zeigt die Ergebnisse. 
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Tabelle 2: Tumorimmunitat bei Mausen (N = 10), induziert durch Turmorzellen 
{38 CB) mit anti-Klasse II Antikorpern durch Verwendung der oben 
beschriebenen Kombinationspraparation 

5 



Tage nach der i.p. Injektion der jeweiligen Komponenten 




10 


15 


20 


25 


30 


35 


Oberlebende 
(n=10) 














Test 


10 


10 


10 


10 


6 


4 


Kontrolle 1 


10 


10 


8 


2 


0 


0 


Kontrolle 2 


10 


10 


7 


3 


0 


0 


Kontrolle 3 


10 


10 


8 


4 


0 


0 


Kontrolle 4 


10 


10 


8 


4 


0 


0 


Kontrolle 5 


10 


10 


7 


2 


0 


0 



Die erfindungsgema&en Kombinationspraparationen eignen sich anhand dieses 
Beispiels hervorragend fur die Immunisierung mit Tumorproteinen. 



10 

Beispiel 10: Formulierung einer Kombinationspraparation 

Komponente 1: Anti-human-Cytomegalovirus Immediate Early Antigen (iEA) 

monoklonaler Antikorper, Maus lgG-| (IEA E13, Argene 
15 Biosoft Perc Technologique, Delta Sud BP24, Varilhes, 

Frankreich, Bestell Nummer: 11-003), haptenisiert mit DNP. 

1 Flaschchen mit 0,5 ml Konjugat, Konzentration 250 ng/ml 

in PBS pH 7,2 mit 1% Rinder Serumalbumin (BSA), 50% 

Glyzerin und 0,01 % ThimerosaL 
20 Komponente 2: Bispezifischer anti-DNP:anti-DIG Antikorper. 

1 Flaschchen mit 0,5 ml des bispezifischen Antikorpers, 

Konzentration 350 p.g/ml in PBS, pH 7,2, mit 1% BSA, 50% 

Glyzerin und 0,01% ThimerosaL 
Komponente 2: Meerrettich-Peroxidase (HRPO), haptenisiert mit DIG. 
25 1 Flaschchen mit 0,5 ml Konjugat, Konzentration 140 ng/ml 

in PBS, pH 7,2, mit 1% BSA, 50% Glyzerin und 0,01% 

ThimerosaL 
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In diesem Fall wurde zugrundegelegt, dad 50% der Komponente 1 mit etnem 
Molekul DNP und 50% mit zwei Molekulen DNP konjugiert sind. Komp nente 2 
enthalt daher ca. 30% mehr Antikorper als Komponente 1. Bei der Konzentration 
der Komponente 3 wurde berucksichtigt, daft 50% der Peroxidase mit einem 

5 Molekul DIG gekoppelt sind, 50% mit zwei Molekiilen. Damit jede Bindungsstelle 
der Komponente 2 jeweils ein Molekul Peroxidase binden kann, wurde die Zahl der 
verfugbaren Peroxidasemolekule der Komponente 3 um mehr ats 30% erhoht im 
Vergleich zur Zahl der bispezifischen Antikorper (Komponente 2). Durch die Wahl 
der Konzentrationen kann der Anwender jede Komponente gleich verdunnen. Fur 

10 immundiagnostische r insbesondere immunzytochemische, Anwendungen, werden 
die Antikorper 1:10 in PBS, pH 7,2, verdunnt. Je nach Art der Probe und des 
Verwendungszweckes kann eine andere Verdunnung gewahlt werden. 
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Pat ntansoruch 

1 . Kombinationspraparationen bestehend aus mindestens einer mit einer 
definierten spezifischen, immunologisch reaktiven Determinante Hai 
ausgestatteten ersten Komponente, einer mindestens bispezifischen zweiten 
Komponente mit Bindunsgspezifitat fur Hai (anti-Ha-|) und fur mindestens 
eine weitere Bindungsspezifitat fiir eine von Hai verschiedene definierte 
spezifische, immunologisch reaktive Determinante Ha2 (anti-Ha2) oder mit 
weiteren Bindungsspezifitaten fur mehrere solcher Determinanten Ha n (anti- 
Han), welche untereinander verschieden sind und einer dritten Komponente, 
welche mit mindestens einer definierten spezifischen, immunologishch 
reaktiven Determinante Ha2 Oder mit mehreren solchen Determinanten Ha n 
ausgestattet ist Oder sind, wobei Ha-|, Ha2 und Ha n untereinander 
verschieden sind. 

2. Kombinationspraparationen gemali Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, 
dad sie zusammengesetzt sind aus 

Komponente 1: (T):X — Hai 

Komponente 2: anti-Hai — Y — anti-Ha2 bzw. 

anti-Ha-| — Y — anti-Ha n 
Komponente 3: Ha 2 — Z bzw. Ha n — Z 

worin 

X ein mit einer Determinante Ha-| ausgestattetes bzw. verbundenes 
Reagenz ist, welches monospezifisch hinsichtlich seines Zielortes 
(T) sein kann, umfassend ein Protein, ein immunglobulin bzw. ein 
Antikdrper oder ein Deri vat oder Fragment davon, ein Ligand, ein 
Lectin, ein Rezeptorbindungsmolekul, ein Adhasionsmolekul, ein 
Cytokin, ein Chemokin, ein Lymphokin, 

Hai eine definierte spezifische, immunologisch reaktive Determinante, 
umfassend ein Hapten, eine spezifische koppeibare antigene 
Struktur, ein Epitop, ein Paratop, ein Idiotop, 

Y ein mindestens fiir mindestens zwei Determinanten Hat uncl *^ a 2 

bzw. Ha n bispezifisches Reagenz umfassend ein inerter Partikel, ein 
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Protein, ein Immunoglobulin bzw. in Antikorper, ein Diabody, mit 
den entsprechenden anti-Ha<|, anti-Ha2 bzw. anti-Ha n Spezifitaten, 

Ha2 eine von Hai verschiedene, definierte spezifische, immunologisch 
reaktive Determinante, umfassend ein Hapten, eine spezifische 
koppelbare antigene Struktur, ein Epitop, ein Paratop, ein Idiotop, 

Ha n eine beliebige andere von Hai unc * Ha 2 verschiedene definierte 

spezifische, immunologisch reaktive Determinante, umfassend ein 
Hapten, eine spezifische koppelbare antigene Struktur, ein Epitop, 
ein Paratop, ein Idiotop, 

Z ein mit mindestens einer Determinante Ha2 bzw Ha n ausgestattetes 
bzw. verbundenes biologisch, chemisch oder physikalisch 
wirksames oder detektierbares koppelbares Mittel, umfassend ein 
Effektormolekul, ein Rezeptorbindungsmolekul, ein Immunglobulin 
bzw. Antikorper, eine Markersubstanz, ein Enzym, eine radioaktive 
Substanz, eine radioaktiv markierte Substanz, ein Kontrastmittel, 
eine biologisch aktive Substanz, ein cytotoxisch, cytocidal, 
cytostatisch oder cytolytisch wirkendes Mittel oder ein beliebiges 
Antigen mit Effektor- Marker- oder Reporterfunktion, eine 
Wirkstoffvorstufe (prodrug), ein Adhasionsmolekul, ein Cytokin, ein 
Lymphokin, ein Chemokin, ein Ligand, 

bedeuten. 

3. Kombinationspraparationen nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, 
daS X an eine spezifische biologische Bindungsstruktur oder Teilen davon 
binden kann. 

4. Kombinationspraparationen nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, 
daB die spezifische biologische Bindungsstruktur eine 
Zelloberflachenstruktur, ein Antigen, ein Allergen, ein Epitop, ein 
Rezeptor, eine Adhasionsmolekulbindungsstelle oder Teile davon oder ein 
Zuckerrest, ein Toxin, eine Droge umfafit. 



5. Kombinationspraparationen nach Anspruchen 3 und 4, dadurch 

gekennzeichnet, daB die spezifische biologische Bindungsstruktur mit 
einem Prokaryonten oder einem Eukaryonten assoziiert ist. 
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6. Kombinationspraparationen nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, 
daB die spezifische biologische Bindungsstruktur mit einer Zelle, einem 
Gewebe oder einem Organ eines Saugetiers assoziiert ist oder aus einer 
biologischen Flussigkeit stammt. 

7. Kombinationspraparationen nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Antigen ein Zelloberfiachenantigen ist. 

8. Kombinationspraparationen nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, 
dalS das Zelloberfiachenantigen ein Histokompatibilitatsantigen, ein 
Zellrezeptorantigen, ein Lymphopcytenoberflachenantigen, ein 
Oberflachenantigen von Epithelzellen oder ein Zuckerrest ist. 

9. Kombinationspraparationen nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Antigen oder Epitop viralen Ursprungs ist. 

10. Kombinationspraparationen nach Anspruchen 4 und 5, dadurch 
gekennzeichnet, daB die spezifische biologische Bindungsstruktur oder 
Teile davon von Bakterien r Endo- und Ektoparasiten, Pilzen oder von einer 
Pflanze abstammt. 

11. Kombinationspraparationen nach Anspruchen 3 und 10 f dadurch 
gekennzeichnet, daB die spezifische biologische Bindungsstruktur 
naturlichen Ursprungs ist oder uber DNA Rekombination, synthetisch oder 
semisynthetisch hergestellt worden ist oder aus einer nicht-biologischen 
Flussigkeit stammt 

12. Kombinationspraparationen nach Anspruchen 3 bis 10, dadurch 
gekennzeichnet, daB die spezifische biologische Bindungsstruktur 
assoziiert ist mit einem Toxin, welches produziert wird von einem Virus, 
einer Zelle oder einem Organismus gemaB Anspruchen 9 und 10. 

13. Kombinationspraparationen nach Anspruchen 3 bis 8, dadurch 
gekennzeichnet, daB die spezifische biologische Bindungsstruktur ein mit 
einem pathologischen Zustand oder ein mit einem hicht-pathologischen 
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Zustand einer Zelle, einem Gewebe oder einem Organ eines 
Saugetierorganismus assoziiertes Antigen oder Epitop ist. 

14. Kombinationspraparationen nach einem der Anspruche 3 bis 13 r dadurch 
gekennzeichnet, daft die spezifische biologische Bindungsstruktur in 
Gewebeextrakten enthalten ist und in Gewebe- und Zellkulturen 
vorkommt. 

15. Kombinationspraparationen nach einem der Anspruche 2 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet, dad die spezifische biologische Bindungsstruktur 
ein Tumorantigen ist. 

16. Kombinationspraparationen nach einem der Anspruch 2 bis 15, dadurch 
gekennzeichnet, daft die spezifische biologische Bindungsstruktur ein 
ein Allergen ist. 

17. Kombinationspraparationen nach Anspruchen 3 und 4, dadurch 
gekennzeichnet, daft die spezifische biologische Bindungsstruktur 
assoziiert ist mit einer Droge, einem Medikament oder einem Metabolit 
davon oder einem chemisch hergestellten Toxin. 

18. Kombinationspraparationen nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, 
daft das Antigen ein a priori losliches Antigen ist. 

19. Kombinationspraparationen gemaft Anspruchen 1 bis 18, dadurch 
gekennzeichnet, daft die Komponente X ein monoklonaler Antikorper, ein 
Derivat oder ein Fragment davon ist. 

20. Kombinationspraparationen nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, 
daft X ein Adhasionsmolekul ist ausgewahlt ist aus der Gruppe LFA, Mac, 
ICAM. 

21. Kombinationspraparationen nach Anspruchen 1 bis 20, dadurch 
gekennzeichnet, dad die an X und Z gebundenen Haptene univalente oder 
bivalente Haptene sind. 
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22. Kombinationspraparationen gemaft Anspruchen 1 bis 21, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Hapten niedermoiekulare Verbindungen mit einem 
Molekulargewicht von kleiner 1000 Dalton sind. 

23. Kombinationspraparationen nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, 
da& die Haptene ausgewahlt sind aus der Gruppe 2-Nitrophenyl, 
Nitrophenylphosphat, Digitoxigenin, Digoxigenin, Choiinchiorid, 
Aminophenylphosphochloride, Glycerophosphocholin, Nitrophenylacetat, 
Trinitrophenyl, Trinitrophenylglycin, Dimethylsulfoxid, 
Guanidinhydrochiorid, 4-Hydroxy-3-nitrophenylacetat, 2,4-Dinitrophenyl, 
Benzyl-EDTA. 

24. Kombinationspraparationen gemafc Anspruchen 1 bis 23, dadurch 
gekennzeichnet, daR Y ein inertes Partikel ist, welches synthetischer, 
organischer oder anorganischer Herkunft ist und an dem ein Antikorper, 
ein Derivat oder Fragmente davon gebunden sind. 

25. Kombinationspraparationen nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, 
daR der inerte Partikel aus Polystyrol besteht. 

26. Kombinationspraparationen gemaB Anspruchen 1 bis 25, dadurch 
gekennzeichnet, dad Y ein mindestens bispezifischer monoklonaler 
Antikorper ist, mit der Eigenschaft, mit mindestens zwei verschiedenen 
definierten spezifischen, immunologisch reaktiven Determinanten, welche 
an unterschiediiche Reagenzien, Molekule oder Substanzen gebunden 
sind, spezifisch zu reagieren. 

27. Kombinationspraparationen gemaS Anspruch 26, dadurch 
gekennzeichnet, daft der mindestens bispezifische Antikorper uber Fusion 
von Hybridomazellen, uber DNA Rekombination erhalten wurde oder ein 
durch Verbindungsmolekule zusammengesetztes Heterokonjugat, 
bestehend aus mindestens zwei distinkten Antikorpern oder Fragmenten 
davon, ist. 

28. Kombinationspraparationen gemaS Anspruch 27, dadurch 
gekennzeichnet, datt das Heterokonjugat uber -S — S- Bindungen oder uber 
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homobifunktionelle oder heterobifunktionelle Verbindungsmolekule 
zusammengesetzt ist. 

29. Kombinationspraparationen gemafc Anspruchen 1 bis 28, dadurch 
gekennzeichnet, daS das radioaktive Mittel Z ein 0- oder y-Emitter ist. 

30. Kombinationspraparationen gemaft Anspruchen 29, dadurch 
gekennzeichnet, daS der p- oder y-Emitter ausgewahlt ist aus 125| f 123^ 
131 i t 1H|n f n3m, n( 99m TCf 203 Pbf 201 U 198 Hg , 90 Y , 186 Rer 60 Co , 
67 Ga , 75 Ser ^2m Ag , 198 AU/ 203 Hg , 32 P , 51 Cr , 59 Fe . 

31. Kombinationspraparationen nach einem der Anspruche 1 bis 30, dadurch 
gekennzeichnet, daft Z als Effektormolekul oder als cytotoxisch, cytocidal, 
cytostatisch oder cytoloytisch wirkendes Mittel, eine biologisch aktive 
Substanz ist ausgewahlt aus der Gruppe der Hormone, Enzyme, Cytokine, 
T-Zellen, NK-Zellen, Makrophagen, Adhasionsmolekule, Wirstoffvorstufen 
(prodrugs), Triggermolekule. 

32. Kombinationspraparationen nach Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet, 
daB die biologisch aktive Substanz ein cytotoxisch, cytocidal, cytostatisch 
oder cytolytisch wirkendes Mittel ist und zusatzlich besteht aus einem 
gegen ein weiteres, unterschiedliches Lymphozytenoberflachenantigen 
gerichteten Antikorper. 

33. Verwendung eines Kombinationspraparates nach Anspruchen 1 bis 32 fur 
die therapeutische und prophylakttsche Behandlung, fur immundiagnostische 
und prognostische Zwecke, zur Bestimmung eines Krankheitszustandes bei 
einem Saugetier in vitro und in vivo und fur die Immunisierung eines 
Saugetiers. 

34. Verwendung eines Kombinationspraparates nach Anspruch 33 fur ein 
Imaging. 

35. Verwendung eines Kombinationspraparates nach Anspruchen 33 und 34 
bei malignen Tumoren, Infektions- und Entzundungserkrankungen, 
Autoimmunerkrankungen, zur Immunsuppression, zur Verhinderung einer 
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AbstoQungsreaktton, zur Verhinderung iner Exazerbatton ines 
Krankheitszustandes, bei Erkrankungen des Blutgerinnungssystems oder 
bei Erkrankungen, die mit einer Defizienz von Ahasionsmolekulen 
einhergehen. 

5 

36. Mittel, dadurch gekennzeichnet, daS es aus den Komponenten gemafl 
Anspruchen 1 bis 32 besteht. 

37. Mittel bestehend aus Komponente 2 gemali einem der Anspruche 1 bis 
10 32. 

38. Immunolinker, bestehend aus einem mindestens bispeziftschen Reagenz Y 
gemaft der Definition nach Anspruchen 2, 26 bis 28 mit Bindungsspezifitaten 
fur mindestens zwei verschiedene definierte spezifische, immunologisch 

15 reaktive Determinanten gemaB Anspruchen 2, 21 bis 23. 

39. Verwendung eines Immunolinkers gema& Anspruch 37 in vivo und in vitro 
zum Verbinden von mindestens zwei mit mindestens zwei verschiedenen 
definierten spezifischen, immunologisch reaktiven Determinanten gemaft 

20 Anspruchen 21 bis 23 ausgestatteten Reagenzien und bioiogisch, 

chemisch oder physikalisch wirksamen oder detektierbaren koppelbaren 
Mitteln. 

40. Verwendung eines Immunolinkers nach Anspruch 38, dadurch 

25 gekennzeichnet, daS der Immunolinker ein mindestens bispezifischer 

Antikorper ist. 

41 . Verfahren zur Bestimmung, ob ein Mittel mit biologtschen, chemischen 
oder physikalischen Eigenschaften umfassend ein Effektormolekul, ein 

30 Rezeptorbindungsmoiektil, ein immunglobulin bzw. Antikorper, eine 

Markersubstanz, ein Enzym, eine radioaktive Substanz, eine radioaktiv 
markierte Substanz, ein Kontrastmittel, eine bioiogisch aktive Substanz, 
ein cytotoxisch, cytocidal, cytostatisch oder cytolytisch wirkendes Mittel 
oder ein beliebiges Antigen mit Effektor- Marker- oder Reporterfunktion, 

35 eine Wirkstoffvorstufe (prodrug), ein Adhasionsmolekul, ein Cytokin, ein 

Lymphokin, in Chemokin, in Ligand, ein b i der in vitro und in vivo 
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Diagnostik, bei der Immunth rapie oder b i Immunisierungen geeignete 
biologische, chemische oder physikalische Wirkung in vitro oder in vivo 
entfaltet oder zeigt, dadurch gekennzeichnet, daS man 

a) eine erste Kombinationspraparation bestehend aus Komponente 1 , 2 
und 3 gemaS Anspruchen 1 bis 32 mit einem ersten zu bestimmenden 
Mittel Z mit biologischen, chemischen oder physikalischen Eigenschaften 
herstellt, 

b) eine mindestens zweite Kombinationspraparation bestehend aus 
Komponente 1 , 2 und 3 gemafe Anspruchen 1 bis 32 mit einem von a) 
unterschiedlichen zweiten zu bestimmenden Mittel Z mit biologischen, 
chemischen oder physikalischen Eigenschaften herstellt, 

c) die nach a) und b) bereitgestetlten Kombinationspraparationen 
nacheinander oder gleichzeitig in einem in vitro oder in einem in vivo 
System, welches gleich oder verschieden sein kann, in Kontakt bringt mit 
einer zu untersuchenden, spezifischen biologischen Btndungsstruktur bzw. 
einer zu untersuchenden Probe innerhalb oder au&erhalb eines tierischen 
oder menschlichen Korpers, 

d) den Schritt gemaS c) beliebig wiederholt, wobei das zu bestimmende 
Mittel Z an Komponente 3 bei jeder Wiederholung hinsichtlich seiner 
biologischen, chemischen oder physikalischen Eigenschaften verschieden 
ist, 

e) die nach Schritt c) oder d) eingetretenen biologischen, chemischen oder 
physikalischen Wirkungen miBt, detektiert oder aufzeichnet und 

f) die nach e) erhaltenen Ergebnisse einzeln oder miteinander vergleichend 
auswertet. 

42. Verfahren zur Bestimmung, ob ein Mittel mit biologischen, chemischen 
oder physikalischen Eigenschaften umfassend ein Effektormolekul, ein 
Rezeptorbindungsmolekui, ein Immunglobulin bzw, Antikorper, eine 
Markersubstanz, ein Enzym, eine radioaktive Substanz, eine radioaktiv 
markierte Substanz, ein Kontrastmittel, eine biologisch aktive Substanz, 
ein cytotoxisch, cytocidai, cytostatisch oder cytolytisch wirkendes Mittel 
oder ein beliebiges Antigen mit Effektor- Marker- oder Reporterfunktion, 
eine Wirkstoffvorstufe (prodrug), ein Adhasionsmolekul, ein Cytokin, ein 
Lymphokin, ein Chemokin, ein Ligand, eine bei der in vitro und in vivo 
Diagnostik, bei der Immuntherapie oder bei Immunisierungen geeignete 
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biologische, chemische oder physikalische Wirkung in vitro oder in vivo 
entfaltet oder zeigt, dadurch gekennzeichnet, daB man 
a) eine Kombinationspraparation gema& einem der Anspruche 1 bis 28 
bestehend aus Komponente 1 und Komponente 2 herstellt, 

5 b) die nach a) bereitgestellte Kombinationspraparation in einem in vitro 

oder in einem in vivo System in Kontakt bringt mit einer zu 
untersuchenden, spezifischen biologischen Bindungsstruktur bzw. einer zu 
untersuchenden Probe innerhalb oder au&erhalb eines tierischen oder 
menschlichen Korpers, 

io c) eine erste Komponente 3 gemaR einem der Anspruche 1 , 2 f 29 bis 32 

mit einem ersten zu bestimmenden Mittel Z mit biologischen, chemischen 
oder physikalischen Eigenschaften herstellt, 
d) die nach c) bereitgestellte Komponente 3 dem System nach b) 
htnzufugt, 

15 e) daran anschlie&end eine zweite oder weitere Komponente 3 gemad 

einem der Anspruche 1 , 2 29 bis 32 mit einem zu bestimmenden Mittel Z 
mit von c) und untereinander unterschiedlichen biologischen, chemischen 
oder physikalischen Eigenschaften dem System gemaB b) gleichzeitig oder 
nacheinander hinzugibt, 

20 f) gegebenenfalls die Schritte a) bis e) beliebig wiederholt, wobei das zu 

bestimmende Mittel Z an Komponente 3 bei jeder Wiederholung 
hinsichtlich seiner biologischen, chemischen oder physikalischen 
Eigenschaften verschieden ist, 

g) die nach Schritt e) oder f) eingetretenen biologischen, chemischen oder 
25 physikalischen Wirkungen miSt, detektiert oder aufzeichnet und 

h) die nach g) erhaltenen Ergebnisse einzeln oder miteinander vergleichend 
auswertet. 



43. Verfahren zum Screenen einer Pluraiitat von Mitteln mit biologischen, 
30 chemischen oder physikalischen Eigenschaften ausgewahlt aus 

Effektormolekulen, ein Rezeptorbindungsmolekulen f immunglobulinen 
bzw. Antikorpern, Markersubstanzen, Enzymen, radioaktiven Substanzen, 
radioaktiv markierten Substanzen, Kontrastmitteln, biologisch aktiven 
Substanzen, cytotoxisch, cytocidal, cytostatisch oder cytolytisch 
35 wirkenden Mitteln oder beliebige Antigenen mit Effektor- Marker- oder 

Reporterfunktion, Wirkstoffvorstufen (prodrugs), Adhasionsmolekulen, 
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Cytokinen, Lymphokinen, Chemokinen, Ligand n, die eine bei der in vitro 
und in vivo Diagnostic bei der Immuntherapie oder bei immunisierungen 
geeignete biologische, chemische oder physikalisch Wirkungen in vitro 
Oder in vivo entfalten oder zeigen sollen r dadurch gekennzeichnet, da& 
man 

a) eine erste Kombinationspraparation bestehend aus Komponente 1 , 2 
und 3 gemafc Anspruchen 1 bis 32 mit einem ersten zu bestimmenden 
Mittel Z mit biologischen, chemischen oder physikalischen Eigenschaften 
herstellt, 

b) eine mindestens zweite Kombinationspraparation bestehend aus 
Komponente 1, 2 und 3 gemafc Anspruchen 1 bis 32 mit einem von a) 
unterschiedlichen zweiten zu bestimmenden Mittel Z mit biologischen, 
chemischen oder physikalischen Eigenschaften herstellt, 

c) die nach a) und b) bereitgestellten Kombinationspraparationen 
nacheinander oder gleichzeitig in einem in vitro oder in einem in vivo 
System, welches gieich oder verschieden sein kann, in Kontakt bringt mit 
einer zu untersuchenden, spezifischen biologischen Bindungsstruktur bzw. 
einer zu untersuchenden Probe innerhalb oder auRerhalb eines tierischen 
oder menschlichen Korpers, 

d) den Schritt gemaft c) beliebig wtederholt, wobei das zu bestimmende 
Mittel Z an Komponente 3 bei jeder Wiederholung hinsichtlich seiner 
biologischen, chemischen oder physikalischen Eigenschaften verschieden 
ist, 

e) die nach Schritt c) oder d) eingetretenen biologischen, chemischen oder 
physikalischen Wirkungen milit, detektiert oder aufzeichnet und 

f) die nach e) erhaltenen Ergebnisse einzeln oder miteinander vergleichend 
auswertet. 

44. Verfahren zum Screenen einer Pluralitat von Mitteln mit biologischen, 
chemischen oder physikalischen Eigenschaften ausgewahlt aus 
Effektormolekiilen, ein Rezeptorbindungsmolekiilen, Immunglobulinen 
bzw. Antikorpern, Markersubstanzen, Enzymen, radioaktiven Substanzen, 
radioaktiv markierten Substanzen, Kontrastmitteln, biologisch aktiven 
Substanzen, cytotoxisch, cytocidal, cytostatisch oder cytolytisch 
wirkenden Mitteln oder beliebige Antigenen mit Effektor- Marker- oder 
Reporterfunktion, Wirkstoffvorstufen (prodrugs), Adhasionsmolekiilen, 
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Cytokinen, Lymphokinen, Chemokinen, Liganden, die eine bei der in vitro 
und in vivo Diagnostik, bei der Immunth rapie Oder bei immunisierungen 
geeignete biologische, chemische oder physikalische Wirkungen in vitro 
oder in vivo entfalten oder zeigen sollen, dadurch gekennzeichnet, dafi 
5 man 

a) eine Kombinationspraparation gemaR einem der Anspruche 1 bis 28 
bestehend aus Komponente 1 und Komponente 2 herstellt, 

b) die nach a) bereitgestellte Kombinationspraparation in einem in vitro 
oder in einem in vivo System in Kontakt bringt mit einer zu 

10 untersuchenden, spezifischen biologischen Bindungsstruktur bzw. einer zu 

untersuchenden Probe innerhalb oder aufierhalb eines tierischen oder 
menschlichen Korpers, 

c) eine erste Komponente 3 gemaft einem der Anspriichel, 2, 29 bis 32 
mit einem ersten zu bestimmenden Mittel 2 mit biologischen, chemischen 

15 oder physikalischen Eigenschaften herstellt, 

d) die nach c> bereitgestellte Komponente 3 dem System nach b) 
hinzufugt, 

e) daran anschlie&end eine zweite oder weitere Komponente 3 gemaR 
einem der Anspruche 1 , 2 29 bis 32 mit einem zu bestimmenden Mittel Z 

20 mit von c) und untereinander unterschiedlichen biologischen, chemischen 

oder physikalischen Eigenschaften dem System gemaft b) gleichzeitig oder 
nacheinander hinzugibt, 

f) gegebenenfalls die Schritte a) bis e) beiiebig wiederholt, wobei das zu 
bestimmende Mittel Z an Komponente 3 bei jeder Wiederholung 

25 hinsichtlich seiner biologischen, chemischen oder physikalischen 

Eigenschaften verschieden ist, 

g) die nach Schritt e) oder f) eingetretenen biologischen, chemischen oder 
physikalischen Wirkungen miBt, detektiert oder aufzeichnet und 

h) die nach g) erhaltenen Ergebnisse einzeln oder miteinander vergieichend 
30 auswertet. 



45. Verfahren zur Herstellung eines in der in vitro und in vivo 

Immundiagnostik verwendbaren Mittels, gekennzeichnet durch die Schritte 
a) Bereitsteilen mindestens einer Kombinationspraparation bestehend aus 
35 Komponente 1 , 2 und 3 nach einem der Anspruche 1 bis 32, oder 
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b) Bereitstellen mindestens einer Kombinationspraparation bestehend aus 
Komponente 1 und 2 gemaB einem der Anspruche 1 bis 28, 

c) Identifizieren eines hinsichtlich seiner immundiagnostischen Eigenschaft 
biologisch, chemisch oder physikalisch wirksamen Mittels mittels der in a) 
und b) bereitgesteltten Kombinationspraparationen uber die Verfahren 
gemaS Anspruchen 41 bis 44, 

d) Forrnulierung des aus c) erhaltenen Mittels in Form einer 
Kombinationspraparation gemaS einem der Anspruche 1 bis 32 mit den 
bekannten Hilfs- und Tragerstoffen, oder 

d) Forrnulierung des aus c) erhaltenen Mittels durch Verbinden mit einem 
monospezifische Ragenz, welches an biologische Bindungsstrukturen zu 
binden vermag, nach bekannten Methoden und mit den bekannten Hilfs- 
und Tragerstoffen, oder 

e) Formulieren des aus c) erhaltenen Mittels fur sich allein nach bekannten 
Methoden mit den bekannten Hilfs- und Tragerstoffen. 

46. Verwendung eines Mittels bestehend aus einer Kombinationspraparation 
umfassend die Komponenten 1 , 2 und 3 gemaft einer der Anspruche 1 bis 
32 oder bestehend aus einer Kombinationspraparation umfassend die 
Komponenten 1 und 2 gemaS einem der Anspruche 1 bis 28 oder 
bestehend aus Komponente 2 gemali einem der Anspruche 1 , 2, 26 bis 
28 und 38 in einem Verfahren nach einem der Anspruche 41 bis 45. 

47. Verfahren zur Herstellung einer fur die lmmunprophylaxe p Immuntherapie 
und fur die Immunisierung verwendbaren pharmazeutischen Zubereitung, 
gekennzeichnet durch die Schritte 

a) Bereitstellen mindestens einer Kombinationspraparation bestehend aus 
Komponente 1, 2 und 3 nach einem der Anspruche 1 bis 32 ( oder 

b) Bereitstellen mindestens einer Kombinationspraparation bestehend aus 
Komponente 1 und 2 gemaR einem der Anspruche 1 bis 28, 

c) Identifizieren eines hinsichtlich seiner immunprophylaktischen oder 
immuntherapeutischen Eigenschaften oder seiner Immunisierungs- 
Eigenschaften biologisch, chemisch oder physikalisch wirksamen Mittels 
mittels der in a) und b) bereitgestellten Kombinationspraparationen uber 
die Verfahren gemad Anspruchen 41 bis 44, 
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d) Formulierung des aus c) erhaltenen Mittels in Form einer 
Kombinationspraparation gemaS einem der Anspruche 1 bis 32 mit den 
bekannten Hilfs- und Tragerstoffen, oder 

d) Formulierung des aus c) erhaltenen Mittels durch Verbinden mit einem 
monospezifische Reagenz, welches an biologische Bindungsstrukturen zu 
binden vermag, nach bekannten Methoden, gegebenenfalls mit den 
bekannten Hilfs- und Tragerstoffen, oder 

e) Formulieren des aus c) erhaltenen Mittels fur sich allein nach bekannten 
Methoden, gegebenenfalls mit den bekannten Hilfs- und Tragerstoffen. 

48. Verfahren nach Anspruchen 46 und 47, dadurch gekennzeichnet, dad das 
monospezifische Reagenz ein Protein, ein Immunglobulin bzw. ein 
Antikdrper oder ein Derivat oder Fragment davon, ein Ligand, ein Lectin, 
ein Rezeptorbindungsmolekul, ein Adhasionsmolekul, ein Cytokin, ein 
Chemokin, ein Lymphokin, ist und dad die biologische Bindungsstruktur 
definiert ist gemaft Anspruchen 4 bis 18 

49. Verwendung eines Mittels bestehend aus einer Kombinationspraparation 
umfassend die Komponenten 1 , 2 und 3 gemaR einer der Anspruche 1 bis 
32 oder bestehend aus einer Kombinationspraparation umfassend die 
Komponenten 1 und 2 gemafe einem der Anspruche 1 bis 28 oder 
bestehend aus Komponente 2 gema& einem der Anspruche 1 , 2, 26 bis 
28 und 38 in einem Verfahren nach einem der Anspruche 47 und 48. 

50. Kit zur Durchfiihrung der Verfahren nach einem der Anspruche 41 bis 48 
enthaltend 

a) die Komponenten 1 , 2 und 3 gemaR Anspruchen 1 bis 32 oder 

b) die Komponenten 1 und 2 gemaC. Anspruchen 1 bis 28 oder 

c) die Komponente 2 gemafi Anspruchen 1 , 26 bis 28, 38 oder 

d) Komponenten 1 , 2 und 3 oder 1 und 2 oder 2 zusammen mit 
mindestens einer weiteren voneinander unterschiedlichen Komponente 3, 
gegebenenfalls zusammen mit Hilfs- und Tragerstoffen. 
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to human/animal bodies, the search was made based on the indicated 
effects of the compound. 

Remark: Although claim 34 refers to a diagnostic process to be applied to 
human/animal bodies, the search was made based on the indicated 
effects of the compound. 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Inter. jnaies Aklenzeichen 

PCT/EP 97/04493 



A. KLASSIFIZ1ERUNG DES ANMELOUNGSGEGENST ANDES • „, . . r i v,e i . i « 

IPK 6 C07K16/46 A61K39/395 G01N33/543 C07K16/44 A61K51/10 



Nach der Internattonalen PatentKlaaatfikation (IPK) Oder naoh der nationalen Ktaeatfikapon und dtr IPK 



B. RECHERCMIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindastprufatoff (KJaaatfikationaayatem und Ktaaa if tkatton »m ymboie ) 

IPK 6 C07K G01M 



Raoharohieite abar nicht zum Mindaatprdfatoff gahOrende Vero^efrtlichungen, aoweitdieao untardt© reoherchierten Gebtete fatlan 



Wahrend der international™ Raoharoha konaufttarta elektrontaeh* Datenbank (Name dar Datenbank und avtl. verwondete Suehbegriffe) 



C. ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Katagorie 0 Bezeiohnung dar Veroffenttohung, aowart erforderiioh untar An g aba dar in Betracht kommandan Taila 



Betr. Anapruch Nr. 



BOHLEN, H. ET AL: •CD3XAnti -hapten 
bispecific antibodies and diabodies: a new 
universal tool for T-cell retargeting" 
EXPERIMENTAL HEMATOLOGY, 
Bd. 23, Nr. 8, 1995, 
Seite 776 XP0O2O47464 
see abstract 127 

WO 94 15642 A (CREATIVE BIOMOLECULES INC 
;US ARMY (US); GEORGE ANDREW J T (GB); S) 
21. Jul i 1994 

siehe Seite 5, Zeile 24 - Seite 7, Zeile 5 
siehe Seite 23, Zeile 27 - Seite 27, Zeile 
30 

siehe Abbildungen 1,13 
siehe Anspriiche 1-40 

-/- 



1-50 



1-50 



V I Waiter* Veroffentliohungen aind dar Fortsetzung von Fa Id C zu 
' entnehmefi 



Siehe Anhang PatentfamilM 



° Baaondere Kategorien von angegebenen Veroffentltohungen 
"A" Verbffentbohung, die den aligerneinen Stand dar Teohnik def iniert, 
abar nicht a Is besondera bedeutaam anzuaehan at 

*E* afterea Dofcument, daa jedooh erat am Oder naoh dam intemaltonaJen 
Anmeldedatum veronentfcoht warden bit 

"L" Veroffentttahung, die geeignet tat, amen Pnoiitaiaanapruch zwerfelhaft ar- 
acheinan zu laaaen, oder duroh die daa Veroffentfohungedatum einer 
anderen im Raohamhenbenoht genannten Vetoffentliohung belegt warden 
soli Oder die aus ainem anderen baao n daren Grund angegeben bit (wie 
auegefuhrt) 

"O* Vercffentliohung, die aioh auf eine mQndttohe Offenbarung, 

etne Benutzung, aina Aueetettung Oder and era Maflnahmen baztaht 

a P" VeroffenUiohung. die vordem intemabona lan Anmeldedatum, aber nach 
dam beanapruchtan Prioritatadatum veroffantiiohtwordcn iat 



"T" Spate re Veroffenttiohung, die naoh dam international© n Anmatdedalum 
oder dam Prioritatadatum veroffentlioht worden iat und mit der 
Anmetdung nicht koUidiert, aondam nur zum Veratandnia daa der 
Erfindung zugrundefiegenden Prinzrpa oder derihr zugrundefieganden 
Theoria angageban iat 

"X" Veroffenttiohung von beaonderer Badautung; die beanapruohte Erfindung 
kann aflein aufgrund dieaer Verona ntiiohung nicht ate neu oder auf 
erfinderiaoher Tatigkert beruhand betraontet warden 

•Y" VereffentTnhung von beaonderer Badautung; die beanapruohte Erfindung 
kann nicht ala auf erhnderiacher Tfttigkeit beruhend betraohtat 
warden, wann die Verbnentliohung mit einer oder mehraren anderen 
Veroftentlichungen dieaar Kategone in Verbindung gebraoht wtrd und 
cieae Verbindung fur einen Faohmann naheliegend tat 

•a* VarOffantimhung, die Mttgllad daraalban Patentfamilie tst 



Datum daa Abaohtuaeea der intemationalen Reoherche 



4.Dezember 1997 



Abaendadatum daa interriauonaien Reoherchenberiehta 



U 12.37 



Name und Poatansohnrt der InternationaJen Raoherohenbehorde 
Europaiachee Patentemt, P.B. 5818 Patantlaan 2 
NL • 2280 HV Rijawifk 
Ta(. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



BevoJbnaehtigter Bediensteter 



Fernandez y Branas,F 
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tntsn nates Aktonimehen 
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C^FortsetZtmg; ALS WES6NTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kat»gon« J B*r«iahnung o«r V«roft«rrti»c*ung, towtt arfonteitioh unter Angab* d*r in B»tr*cht kommtndtn T*to 



B«tr. Antprueh Nr. 



CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 124, no. 19, 
1996 

Columbus, Ohio, US; 

abstract no. 258508, 

SATOSHI F. ET AL: "Bi specific antibody 

for antigen determination" 

Seite 1047; Spalte 2; 

XP002047466 

siehe Zusammenfassung 

& JP 0829419, 2-02-1996 



EP 0 217 577 A (HYBRITECH INC) 8. April 
1987 

siehe das ganze Dokument 

WO 92 20746 A (HYBRITECH INC) 26. November 
1992 

siehe das ganze Dokument 

W0 95 08577 A (MEDICAL RES COUNCIL ; WINTER 
GREGORY PAUL (6B); HOLLIGER KASPAR PHI) 
30.Marz 1995 

siehe das ganze Dokument 

PAULUS H. : "Preparation and biomedical 
application of bispecific antibodies" 
BEHRING INSTITUTE MITTEILUNGEN, 
Bd. 78, 1985, 

Seiten 118-132, XP002028195 
siehe das ganze Dokument 



38 



38 



38 



38 



38 
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INTERNATIONALE!* RECHERCHENBERICHT 



lm,. rationales Aktenzetchen 

PCT/EP 97/04493 



FeW I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht r cherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkl 1 auf Blatt 1 



Gemafi Artikel 1 7(2)a) wurde aus fotgenden G run den fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbencht erstellt: 
1. I Y I Anapruche Nr. 

well Sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet at, namlich 

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/21Q 



2. Anspruche Nr. . 

weii sie sich auf Teile der internatiortaien Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wentg errtsprecnen, 

daB erne smnvotte Internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 



3. Anspruche Nr. 

weil es sich dabei urn abhangige Anspruche handett, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaHt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



Die Internationale Recherchenbehdrde hat festgestellt, da (3 diese intemationaie Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 



1 | | Da der Anmelder a lie erfordertichen zusatzfichen RecherchengebOhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt s*eh dieser 
■ 1 intemationaie Recherchenbencht auf atle recherchierbaren Anspruche der internationaien Anmeldung. 

2 | Oa fur alls recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne emen Arbertaaufwand durchgefuhrt werden konnte, der erne 
zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat die Internationale Re cherchen behorde nicht zur Zahlung einer solchen 

Gebuhr aufgefordert. 

3 I | Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlbhen RecherchengebOhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dies* 
I 1 intemationaie Recherchenbencht nur auf die Anspruche der internationaien Anmeldung, fur die GebOhren entrichtet worden 

srnd, namlich auf die Anspruche Nr 



4 I I Dor Anmelder hat die erforderlichen zusatzfichen RecherchengebOhren moht rechtzeitig entrichtet. Der intemationaie Recher- 
1 1 chenbencht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese tst in fotgenden Anspruchen er- 

faftt: 



Bemerkungen hinsichtttch eines WWersprucha [ [ Die zusatzlichen GebOhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

j j Die Zahlung zusatzticher GebOhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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Bemerkung : Obwohl die Anspruche 33, 35, 39-40 sich auf ein Verfahren zur 
Behandlung des menschlichen/tierischen Kbrpers beziehen, wurde die 
Recherche durchgefiihrt und griindete sich auf die angefiihrten Wirkungen 
der Verbindung/Zusamnensetzung. 
Bemerkung : Obwohl der Anspruch 34 sich 

auf ein Diagnostizierverfahren, das am menschlichen/tierischen Korper 
vorgenomnen wird, bezieht, wurde die Recherche durchgefuhrt und grundete 
sich auf die angefuhrten Wirkungen der Verbindung/Zusamnensetzung. 
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Verdfferttbchung 
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14-11-96 






AU 6084694 


A 


15-08-94 
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7621494 
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10-04-95 
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2150262 
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2169620 
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0720624 
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9503759 
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6038094 
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0731842 
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953705 
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952989 


A 


03-10-95 
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